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微生物絮凝剂是一类具有絮凝活性的微生物代谢产

物或分泌物，主要成分为蛋白质、糖蛋白、多糖及脱氧核

糖核酸等物质，具有大量的氨基、肽键、羟基、芳环等多种

活性官能团

[1-3]

，这些官能团的电性差异能使水中细小颗粒

物及胶体态物质吸附、凝聚、沉淀，从而有效去除污水中

的悬浮物（suspended�solids，SS）及胶体物质。微生物絮凝剂

对有机物、浊度、色度、金属离子等污染物的去除及污泥

脱水均有良好效果

[4-6]

，具有高效、广谱絮凝、生物可降解、

安全无毒、无二次污染等优点，长期以来受到国内外研究

者的关注。 目前，在絮凝机理、活性成分、絮凝活性微生物

来源、应用条件等

[7-10]

方面都有大量研究。 然而，微生物絮

凝剂工业化发展缓慢，实际工程应用仍然较少，生产制备

成本高是主要限制因素之一。 其中，培养基成本约占微生

物絮凝剂生产总成本70%

[11-12]

。 因此，探求优良、廉价的培

养基，是克服这一瓶颈的有效途径。

众多学者研究了以豆腐废水、啤酒废水、酿醋废水、屠

宰废水等作为培养基对产絮凝菌进行培养

[13-15]

，而以白酒

酿造废水作为廉价培养基还鲜有报道。白酒酿造大多以小

麦、高粱、玉米等为原辅料，其生产废水主要包括黄水、底

锅水等，含有大量蛋白质、糖类、淀粉等含碳、氮有机物

[16]

，

这些含碳、氮物质是微生物生长必需的营养物。 本研究从

活性污泥中分离产絮菌，以白酒酿造废水为廉价培养基，

可有效降低白酒废水中的有机物污染物浓度，实现以废治

废，同时将白酒废水中含碳、含氮有机物资源化利用以降

低微生物絮凝剂的培养成本，为微生物絮凝剂选取廉价培

养基提供科学依据。

白酒酿造废水制备微生物絮凝剂的研究
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摘 要：通过稀释倒平板法从活性污泥中筛选微生物絮凝剂产生菌，并以白酒酿造废水为培养基，在32�℃条件下，研究废水化学需

氧量（COD）、培养时间、pH值、外加氮、磷营养物等因素对微生物絮凝剂絮凝效果的影响。 结果表明，从活性污泥中分离获得了产絮

凝菌HN5，经16S�rDNA基因序列比对分析鉴定为假中间苍白杆菌（Ochrobactrum pseudintermedium），培养产生的微生物絮凝剂有较

好的絮凝效果。 以白酒酿造废水作为替代培养基培养菌株，适宜的培养条件为：COD�5.0～6.9�g/L，培养时间60～72�h，pH值6～8，

KH

2

PO

4

�2.0�g/L，所得微生物絮凝剂对高岭土悬浊液最高絮凝率为84.9%。 用于处理生活污水时，向每100�mL污水中加入6.0�mL菌株

培养液时，絮凝率可达86.8%，悬浮物去除率高达92.5%。 利用白酒酿造废水作为微生物絮凝剂廉价培养基是可行的，既降低培养成

本又能实现废液利用。
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The�flocculant-producing�strain�was�screened�from�activated�sludge�by�pour�plate�method�by�using�Baijiu�(Chinese�liquor)�brewing�wastew-

ater�as�a�medium.�The�effect�of�wastewater�chemical�oxygen�demand�(COD),�culture�time,�pH,�external�nitrogen�source,�phosphorus�source�on�floc-

culation�effect�of�microbial�flocculant�were�investigated�at�32�℃.�The�results�showed�that�a�flocculant-producing�strain�HN5�was�screened,�and�identi-

fied�as�Ochrobactrum pseudintermedium�based�on�16S�rDNA�gene�sequencing.�The�suitable�culture�conditions�for�microbial�flocculants�were�as�fol-

lows:�wastewater�COD�5.0-6.9�g/L,�cultivation�time�60-72�h,�pH�6-8,�KH

2

PO

4

�2.0�g/L.�The�microbial�flocculants�from Baijiu�brewing�wastewater�had�

a�good�flocculation�effect,�and�the�highest�flocculating�rate�to�kaolin�suspension�was�84.9%.�When�6.0�ml�flocculant�was�added�to�100�ml�domestic�

sewage,�the�flocculation�rate�and�the�suspended�solid�removal�rate�were�86.8%�and�92.5%,�respectively.�It�was�feasible�to�use�Baijiu�brewing�wastew-

ater�as�a�cost-effective�medium�for�microbial�flocculants,�which�could�not�only�reduce�the�cost�of�cultivation�but�also�realize�the�reuse�of�wastewater.
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1 材料与方法

1.1��材料与试剂

1.1.1��菌种与废水

菌种从宜宾市城市污水处理厂周期循环活性污泥法

（cyclic�activated�sludge�system，CASS）生化池的活性污泥中

筛选、分离获得。

白酒酿造废水取自宜宾某酒业公司酿造车间黄水及

底锅废水，主要污染物浓度为总氮（total�nitrogen，TN）

210.5�mg/L、总磷（total�phosphorus，TP）25.6�mg/L、化学需

氧量（chemical�oxygen�demand，COD）20.8�g/L、五日生化

需氧量（biochemical�oxygen�demand，BOD

5

）10.2�g/L。

1.1.2��试剂及培养基

主要试剂：培养基原料（化学纯）、高岭土、NaOH（分

析纯）、盐酸（工业级）等；

富集、分离培养基：牛肉膏5.0�g，蛋白胨10�g，琼脂12�g

（富集培养基中不添加），NaCl�4.0�g，pH�=�7.0～7.2，加水至

1�L，121�℃灭菌20�min；

发酵培养基：葡萄糖15�g、MgSO

4

�0.3�g、（NH

4

）

2

SO

4

�0.3�g、

酵母膏0.75�g、尿素0.75�g、KH

2

PO

4

�3�g、K

2

HPO

4

�7.5�g、pH�7.1，

加水至1�L，121�℃灭菌20�min。

1.2��仪器与设备

78HW-1恒温培养箱、BSD-YXF2200恒温摇床：上海

博讯实业有限公司；SANYO高压灭菌锅：SANYO公司；

DM�2000光学显微镜：德国莱卡公司；Lynx6000离心机：美国

thermo公司；PHS-3C�pH计：上海雷磁仪器厂；无菌操作台、

TU-1901紫外可见光光度计：北京普析通用仪器有限责任

公司；EppendorfAG分子扩增PCR仪：德国Eppendorf公司；

Malvern�Mastersizer�3000E粒径分析仪：英国Malvern公司等。

1.3��实验方法

1.3.1��菌种分离与鉴定

菌株分离：取CASS反应池的混合液2�mL，加入98�mL富

集培养基中，在35.8�℃、摇床转速120�r/min条件下，培养时

间24�h后，取发酵培养液用无菌水稀释1�000倍后，取1�mL

接种于分离培养基上，32�℃恒温培养36�h，观察菌落形态，

挑取单菌落，继续在分离培养基平板划线纯化3次，得到

纯培养菌株，转接到分离培养基斜面上，4�℃保存备用。

絮凝菌株筛选：将分离纯化获得的菌株，接种到发酵培

养基，120�r/min、32�℃振荡培养 72�h获得发酵液，根据发酵

液对高岭土悬浊液的絮凝效果，选出高效的絮凝剂产生菌。

菌株鉴定：根据文献[17]提供的方法，适当修改。 提取

培养物基因组DNA后，聚合酶链式反应（polymerase�chain�

reaction，PCR）扩增16S�rDNA。 细菌引物

[18]

27f：5'-AGAGT-

�

TTGATCTGGCTCAG-3'和1541r：5'-AAGGAGGTGATCC-�

AGCCGCA-3'，PCR反应体系和反应条件参照文献[17]的

方法进行，菌株16Sr�DNA测序由上海立菲生物技术有限公

司完成，将测序结果提交至美国国立生物技术信息中心

（National� Center� for� Biotechnology� Information，NCBI）数

据库，通过Blast与模式菌株比对，将其鉴定到种。

1.3.2��微生物絮凝剂的制备

将优选获得的菌株，在设定条件下培养，获得的发酵

培养液即为微生物絮凝剂，采用单因素法，考察白酒废水

COD、培养时间、初始pH、外加氮源、磷源等因素对絮凝效

果的影响，并优化白酒酿造废水制备微生物絮凝剂的培养

条件。

1.3.3��絮凝效果的测定

向100�mL�4�g/L的高岭土悬浊液中加入5�mL微生物

絮凝剂（发酵培养液），于200�mL烧杯中快速搅拌1�min，慢

速搅拌3�min，静置20�min，取上清液用紫外可见分光光度

计在波长550�nm处测吸光度值，每次3个平行样，并按式

（1）计算絮凝率（η）。

η

�

=

A

o

-

�

A

A

o

× 100% （1）

式中：A

o

为原悬浊液吸光度值；A为絮凝后悬浊液吸光度值。

1.3.4��水质及絮体粒径测定方法

COD的测定采用HJ/T�399—2007《水质 化学需氧量

的测定快速消解分光光度法》；BOD

5

的测定采用HJ�505—

2009《水质五日生化需氧量的测定稀释与接种法》；NH

3

-N

的测定采用HJ�535—2009《水质氨氮的测定纳氏试剂分光

光度法》；总氮的测定：采用HJ�636—2012《水质 总氮的测

定》中的过硫酸钾消解法；总磷的测定：采用HJ�671—2013

《水质总磷的测定》中的钼酸铵法。

污水中絮体粒径用Malvern�Mastersizer�3000E粒径分

析仪测定，D

10

表示絮体颗粒的累积含量为10%时对应的

絮体粒径，其值越小反映细微颗粒越多；D

90

表示絮体颗粒

的累积含量为90%时对应的絮体粒径，其值越大反映大颗

粒越多。

2 结果与分析

2.1��菌株筛选与鉴定结果

2.1.1��菌株的筛选

图1 不同菌株的絮凝效果

Fig. 1 Flocculation effect of different strains
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共筛选到12株产絮菌，依次编号为HN1～HN12。在发

酵培养基中在温度32�℃、转速120�r/min条件下，培养48�h，

并对发酵液的絮凝效果进行测定，结果见图1。分析絮凝率

可知，产絮菌HN2、HN5培养发酵液絮凝效果较好，絮凝率

分别为69.3%、76.1%。为此，选择絮凝率最高的产絮菌HN5

为实验菌株。

2.1.2��菌株鉴定

絮凝效果最好的产絮菌HN5颜色呈乳白色、边缘整

洁、表面湿润、微凸、单菌落直径2�mm左右，革兰氏阴性；

其16S�rDNA序列比对结果见表1。由表1可知，菌株HN5

�

16S� rDNA序列与Ochrobactrum pseudintermedium�ADV31

（Genbank�no.�NR043756.1）的相似度最高，为99%，与其余

种属的相似性均低于97%。故将HN5菌株初步鉴定为假中

间苍白杆菌（Ochrobactrum pseudintermedium）。该种属细菌

广泛分布于活性污泥环境，如王丽

[19]

从活性污泥中分离获

得苍白杆菌（Ochrobactrum�sp.）、苏峰等

[20]

从生活污水站曝

气池活性污泥中分离获得Ochrobactrum sp.�Azn6.1产絮菌。

2.2��白酒废水制备微生物絮凝剂的条件

2.2.1��废水COD对絮凝效果的影响

将白酒废水（COD�20.8�g/L）分别稀释2、3、4、5、6、8倍

作为发酵培养基，以菌株HN5预发酵液按2%接种量接入，

在32�℃、转速120�r/min条件下，恒温培养60�h，考察不同

COD浓度对絮凝效果的影响，结果如图2所示。当白酒废水

COD为4.2～6.9�g/L时，絮凝率在70.4%以上，其中效果最

好为78.4%，此时稀释倍数为4，COD为5.2�g/L。COD浓度太

高时有机碳源负荷过高或COD浓度过低时碳源等营养物

质不够，都不利于微生物生长并抑制多糖类物质的分泌，

而多糖物质是微生物絮凝剂的主要成分

[4，21]

。

2.2.2��培养时间对絮凝效果的影响

在白酒废水COD�5.2�g/L、32�℃、120�r/min培养条件下，

考察不同培养时间对絮凝效果的影响，结果如图3所示。随

着培养时间增加，絮凝率先增大后减小，培养时间在60�h、

72�h、84�h时絮凝率分别为78.8%、80.1%、74.2%，在72�h时絮

凝率最高，随着培养时间的增大，发酵液中营养物质逐渐

消耗，菌体细胞的代谢方向发生变化，粘性有机大分子代

谢产物减少，使得微生物絮凝剂活性减弱。因此，发酵培养

时间在60～72�h为宜。

2.2.3��培养pH对絮凝效果的影响

模式菌株

PCR产物

长度/bp

相似度/

%

模式菌株

登录号

Ochrobactrum pseudintermedium

strain�ADV31

Phyllobacterium Leguminum�strain�

ORS�1419

Phyllobacterium Leguminum�strain�

ORS�1419

Ochrobactrum oryzae strain�NBRC�

102588

Ochrobactrum oryzae�strain�MTCC�

4195

Ochrobactrum intermedium strain�

NBRC�15820

Ochrobactrum grignonense strain�

NBRC�102586

Ochrobactrum grignonense strain�

OgA9a

1�393

1�288

1�288

1�254

1�254

1�249

1�227

1�227

99

97

97

97

97

97

96

96

NR-043756.1

NR-042396.1

NR-115324.1

NR-114151.1

NR-042417.1

NR-113812.1

NR-114149.1

NR-028901.1

表1 菌株HN5的16S rDNA系列比对结果

Table 1 Alignment results of 16S rDNA sequence of strain HN5

图2 不同COD对絮凝效果的影响

Fig. 2 Effect of different COD on flocculation

图3 不同时间对絮凝效果的影响

Fig. 3 Effect of different time on flocculation

图4 不同pH对絮凝效果的影响

Fig. 4 Effect of different pH on flocculation
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在白酒废水COD�5.2�g/L、32�℃、120�r/min条件下，培养

60�h后，用HCl和NaOH溶液，调节培养基初始pH值，考察

不同pH对絮凝效果的影响，结果如图4所示。 结果表明，废

水pH值为6、7、8时絮凝效果较好，絮凝率达到72.1%以上，

即在弱酸性、中性、弱碱性条件下的絮凝效果较好。原因是

培养液pH值会影响氧化还原电位的大小以及有机物的离

子化作用，从而影响微生物对营养物质的吸收利用和絮凝

物质的分泌；同时生物酶只能在一定pH值下才能发挥高活

性，pH值过高或过低都将降低酶的活性。

2.2.4��外加营养物质对絮凝效果的影响

白酒废水COD�5.2�g/L，pH调整为7.0±0.1，在32�℃、

120�r/min条件下，添加不同量的（NH

4

）

2

SO

4

、KH

2

PO

4

，培养

60�h，考察不同外加氮、磷量对絮凝效果的影响，结果如图5

所示。由图5可知，随着（NH

4

）

2

SO

4

量的增大，絮凝效果变化

甚微，说明白酒废水中有足够氮源供微生物所需，不需要

外加氮源；随着KH

2

PO

4

的添加量增大，絮凝率逐渐变大，

当添加量增大到2.0�g/L以后，继续增大投加量，絮凝率增

大不明显，KH

2

PO

4

的适宜添加量为2.0�g/L。

2.3��对生活污水的处理效果

在白酒废水COD�5.2�g/L、KH

2

PO

4

�2.0�g/L、培养基初始

pH值7.0±0.1、32�℃、120�r/min条件下，培养60�h后，向100�mL

生活污水中加入不同体积发酵培养液，其絮凝效果及对

COD、悬浮物（SS）、氨氮（NH

3

-N）去除率结果如图6所示，

絮凝率最高时污水中絮体粒径如图7所示。

由图6可知，HN5产絮菌发酵培养液对生活污水絮凝

和SS去除有很好的效果，并且随着发酵液投加量的增加，

其去除率先增大后减少，絮凝剂投加量为6�mL/100�mL时，

絮凝效果最高为86.8%、SS去除率高达92.5%。 COD的去除

率低于SS的去除率；随着发酵液投加量的增加，NH

3

-N去除

率未出现规律性增加，且去除率均低于20%。 这是因为生

活污水中有大量溶解性COD，以及污水中NH

3

-N为溶解性

的，而絮凝对溶解性物质没有显著去除效果。 SS的高去除

率和高絮凝效果，说明微生物絮凝剂对胶体、悬浮物形成

絮体起到了正效应，能有效加强悬浮物、胶体物及微生物

絮凝剂之间的相互作用，促进架桥联接和大颗粒絮体形成

进而增强絮凝效果；但随着絮凝剂投加量的进一步增加，会

在水中形成反电位而使絮凝效果下降

[7，22]

。 由图7可知，加

入了微生物絮凝剂的污水D

10

较小，说明细微颗粒所占的比

例高于空白污水；投加絮凝剂后，污水D

90

对应的粒径开始

时大于未投加絮凝剂的污水，沉降一定时间后，小于空白

污水，说明加入絮凝剂后，促进了絮体的形成，且生活污水

中形成的絮体颗粒易于沉降，进而表明菌株HN5产生的絮

凝剂适宜于生活污水的絮凝处理，能有效去除悬浮物。

3 结论

从活性污泥中分离获得的产絮菌HN5，经鉴定为假中

间苍白杆菌（Ochrobactrum pseudintermedium），培养产生

的发酵液具有较好的絮凝效果， 对高岭土悬浊液絮凝率

最高可达84.9%。

利用白酒酿造废水作为替代培养基，产絮菌HN5发酵

液仍具有较高的絮凝率，影响其絮凝效果的主要因素包括

白酒酿造废水COD、培养时间、培养基pH值、外加磷源；适

宜的培养条件为COD�5.0～6.9�g/L，培养时间60～72�h，pH

值6～8，KH

2

PO

4

�2.0�g/L。

用产絮菌HN5发酵液处理生活污水，当絮凝剂投加量

图5 外加物质对絮凝效果的影响

Fig. 5 Effect of additional nutrient on flocculation

图6 菌株发酵培养液对生活污水处理的效果

Fig. 6 Effect of fermentation medium on domestic sewage treatment

图7 生活污水中絮体粒径

Fig. 7 Flocs size in domestic sewage
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为6.0�mL/100�mL时，效果最好，絮凝率达到86.8%、SS去除

率高达92.5%。白酒酿造废水用于产絮凝菌的培养，微生物

絮凝剂具有较高的絮凝效果。
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